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L'invention se rapporte a un procede pour augmenter le taux de 
differentiation et/ou de proliferation des cellules de la peau en appliquant 
sur la peau une composition comprenant une quantite efficace d'acide 
ascorbique ou d'au moins un de ses analogues. 

Elle a egalement trait a un procede pour stimuler la synthese de la vimentine 
cutanee en appliquant sur la peau une composition comprenant une 
quantite efficace d'acide ascorbique ou d'au moins un de ses analogues. 
Elle a en outre trait a un procede pour stimuler la synthese de la keratine 10 
cutanee en appliquant sur la peau une composition comprenant une 
quantite efficace d'acide ascorbique ou d'au moins un de ses analogues. 

La peau humaine est constitute de deux compartiments a savoir un 
compartiment superficiel, I'epiderme, et un compartiment profond, le derme. 

L'epiderme humain naturel est compose principalement de trois types de 
cellules qui sont les keratinocytes, tres majoritaires, les melanocytes et les 
cellules de Langerhans. Chacun de ces types cellulaires contribue par ses 
fonctions propres au role essentiel joue dans I'organisme par la peau, 
notamment le role de protection de I'organisme des agressions exterieures 
(climat, rayons ultraviolets, tabac, ...), appele "fonction barriere". Un mauvais 
renouvellement de ces cellules et plus particulierement des keratinocytes, 
qui s'observe notamment avec I'age, entraTne une mauvaise protection de la 
peau, la peau presente alors un aspect sec et/ou terne. 

Le derme fournit a I'epiderme un support solide. C'est egalement son 
element nourricier. II est principalement constitue de fibroblastes et d'une 
matrice extracellulaire composee elle-meme principalement de collagene, 
d'elastine et d'une substance, dite substance fondamentale, composants 
synthetises par le fibroblaste. On y trouve aussi des leucocytes, des 
mastocytes ou encore des macrophages tissulaires. II est egalement 
traversee par des vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses. 

Les fibres de vimentine se trouvent de maniere importante dans le derme, 
puisqu'elles correspondent au filament intermediaire des fibroblastes. Ces 
fibres de vimentine sont egalement presentes dans les melanocytes et dans 
les cellules de Langerhans de I'epiderme, elies peuvent etre egalement 
presentes dans les keratinocytes lorsque celles-ci sont dans un etat 
hyperproliferant. / 




Les keratines sont les filaments intermediates des cellules epitheliales, 
telles que les keratinocytes dans la peau. Ainsi, il existe dans I'epiderme 
quatre types de keratines, dont la keratine 10, appelee K10, specifique de 
5 I'etat de differenciation des keratinocytes. 

Avec Tage, la qualite de la peau diminue, notamment on observe un 
amincissement du derme. II est egalement admis que des facteurs 
extrinseques comme les rayons ultraviolets, le tabac ou certains traitements 
10 (GlucocorticoTdes, vitamine D et derives par exemple) ont egalement un 
effet negatif sur la peau. 

On comprend alors I'importance du renouvellement cellulaire et de la qualite 
de ce renouvellement, tant au niveau de I'epiderme qu'au niveau du derme, 
15 pour ainsi lutter contre les agressions extrinseques qui endommagent la 
peau, notamment en diminuant sa fonction barriere, et contre les signes du 
vieillissement cutane qu'il soit chronobiologique ou photo-induit 

Un des buts de la presente invention est done d'augmenter le taux de 
20 differenciation et/ou de proliferation des cellules de la peau pour ainsi lutter 
contre les agressions extrinseques, qu'elles soient physiques ou chimiques, 
qui endommagent la peau, notamment en diminuant sa fonction barriere, et 
contre le vieillissement cutane qu'il soit chronobiologique ou photo-induit. 

25 Or, la demanderesse a maintenant decouvert que I'acide ascorbique 
applique topiquement sur la peau augmente le taux de differenciation et/ou 
de proliferation des cellules de la peau en appliquant sur la peau une 
composition comprenant une quantite efficace d'acide ascorbique ou d'au 
moins un de ses analogues. 

30 

L'acide ascorbique (ou vitamine C) est connu pour stimuler la synthese de 
collagene, en empechant, en tant que co-facteur, I'auto-inactivation des 
enzymes lysine- et proline- hydroxylases et en augmentant la synthese des 
ARNm de procollagenes. L'acide ascorbique (ou vitamine C) est egalement 
35 connu pour stimuler la synthese de I'elastine de la peau. On peut citer a cet 
egard les brevets US 5801192, US 4983382 et EP 0717983. On peut 
egalement citer un article intitule "Pola to incorporate vitamin C in new 
cosmetics line for skin care" du Japan Economic Journal du 5 juin 1984 




(page 15). Ainsi, il a ete decrit que I'acide ascorbique utilise dans des 
compositions cosmetiques permet de traiter notamment les rides (Fragrance 
Journal, Vol.8, N°6(45) (1980) pp38-43, "Cosmetic and vitamin -action and 
safety to dermatology"). 

5 

L'invention a done pour objet I'utilisation d'une quantite efficace d'acide 
ascorbique ou d'un de ses analogues dans une composition ou dans la 
preparation d'une composition destinee a etre appliquee sur la peau pour 
augmenter le taux de differenciation et/ou de proliferation des cellules de la 
10 peau. 

L'invention a pour second objet I'utilisation d'une quantite efficace d'acide 
ascorbique ou d'un de ses analogues dans une composition ou dans la 
preparation d'une composition destinee a etre appliquee sur la peau pour 
15 stimuler la synthese de la vimentine cutanee. 

Uinvention a pour troisieme objet I'utilisation d'une quantite efficace d'acide 
ascorbique ou d'un de ses analogues dans une composition ou dans la 
preparation d'une composition destinee a etre appliquee sur la peau pour 
20 stimuler la synthese de la keratine 10 cutanee. 

En effet, la demanderesse a decouvert que I'acide ascorbique applique 
topiquement sur la peau permet d'augmenter la synthese d'ARNm de la 
vimentine et ainsi d'augmenter le taux de synthese de vimentine. Elle a 
25 egalement decouvert que I'acide ascorbique applique topiquement sur la 
peau permet d'augmenter la synthese d'ARNm de la keratine 10 et ainsi 
d'augmenter le taux de synthese de la keratine 10. 

Ces proteines, filaments intermediates de cellules de la peau, sont done 
30 representatives de I'etat proliferant et/ou differencial des cellules de la 
peau, plus particulierement des cellules du derme et de I'epiderme. Plus 
particulierement, la vimentine, qui est le filament intermediaire des 
fibroblastes, est representative de I'etat proliferant et/ou differencial "des 
fibroblastes et la keratine 10 est representative de I'etat proliferant et/ou 
35 differencial des keratinocytes. 

Ainsi, par application topique d'une quantite efficace d'acide ascorbique ou 
de ses analogues', le renouvellement des cellules de la peau est plus rapide, 




['aspect de la peau est ameliore, la peau est plus eclatante, moins terne, 
plus ferme, plus tonique, plus elastique, les rides sont attenuees ou leurs 
apparitions sont retardees, les signes cutanes du vieillissement sont 
diminuees. 
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Avantageusement, le rapport de la synthese des ARNm de la vimentine sur 
celle de la keratine 10 due a I'application topique de I'acide ascorbique est 
comparable a celui sans application topique de I'acide ascorbique. Ceci 
indique que I'etat de la peau, apres application topique de I'acide 
10 ascorbique, est maintenue dans un etat normal (sans par exemple une 
hyper-prdt^ d'un ^Gompartiment- derREiique ou 

epidermique par rapport a I'autre). 

Les analogues de I'acide ascorbique sont, plus particulierement, ses sels, 
15 tels que notamment I'ascorbate de sodium, I'ascorbylphosphate de 
magnesium ou de sodium, ses esters, tels que notamment ses esters 
acetique, propionique ou palmitique, ou ses sucres, tels que notamment 
I'acide ascorbique glycosile. 

20 L'acide ascorbique est generalement sous forme L, car il est habituellement 
extrait de produits naturels. 

La quantite efficace d'acide ascorbique ou de ses analogues utilisable selon 
I'invention est bien entendu celle qui est necessaire pour obtenir les effets 
25 attendus selon I'invention. Pour donner un ordre de grandeur, cette quantite 
represente preferentiellement de 0,001% a 20% du poids total de la 
composition, preferentiellement de 0,1% a 15% du poids total de la 
composition et avantageusement de 3% a 10% du poids total de la 
composition. 

30 

En outre, la composition de I'invention est utilisee pendant un temps 
suffisant pour obtenir les effets attendus selon I'invention. Pour donner un 
ordre de grandeur, cette duree peut etre au minimum de 15 jours, mais peut 
etre aussi de plus de 4 semaines, voire de plus de 8 semaines. 

35 

La composition de I'invention destinee a une application topique contient un 
milieu physiologiquement acceptable, c'est-a-dire compatible avec la peau y 




compris le cuir chevelu, les muqueuses et/ou les yeux et peut constituer 
notamment une composition cosmetique ou dermatologique. 

Cette composition peut se presenter sous toutes les formes galeniques 
5 normalement utilisees dans les domaines cosmetique et dermatologique, et 
elle peut etre notamment sous forme d'une solution aqueuse eventuellement 
gelifiee, d'une dispersion du type lotion eventuellement biphasee, d'une 
emulsion obtenue par dispersion d'une phase grasse dans une phase 
aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou d'une emulsion triple (E/H/E ou 
10 H/E/H) ou d'une dispersion vesiculate de type ionique et/ou non ionique. 
Ces compositions sont preparees selon les methodes usuelles. 

La composition de I'invention peut constituer par exemple une lotion, un gel, 
une creme ou un lait, et par exemple une lotion ou un lait de demaquillage 
15 ou de nettoyage, un shampooing ou un gel douche. 

L'exemple suivant illustre I'invention sans la limiter aucunement. Dans les 
compositions les proportions indiquees sont des pourcentages en poids, 
sauf mention contraire. 

20 

Exemple : 
1 . Methode 

25 On a applique sur le bas du cou de 10 femmes entre 55 et 60 ans pendant 3 
mois, une fois par jour, d'un cote une emulsion eau dans huile (Vehicule ou 
Placebo) et d'un autre cote la meme emulsion eau dans huile, mais 
comprenant egalement 5 % de vitamine C (= Composition ou Actif). 
Composition : 

30 Acide L-ascorbique 5 > 00 % 

Hydroxyde de sodium 1 » 83 % 

Acide citrique,1 H20 1> 24 % 

Disodium EDTA °.° 5 % 

Huile d'amandes d'abricot 3 » 00 % 



35 Huile de silicone 

Cyclopentasiloxane et 
dimethicone copolyol 



4 % 



20 % 



Dimethicone et dimethiconol 3 



^ 6 w 



Glycerin 23 % 

Propylene glycol 4 % 

Charges 7 % 

Conservateurs 0,30 % 
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Eau qsp 100,00 % 
On procede ensuite a des biopsies de ces surfaces traitees. 



10 2. Extraction et purification des ARN totaux . 



Les biopsies sont broyees sous azote liquide dans un Mikrodismembrator S a 
(Braun). La poudre obtenue est recoltee dans la capsule de teflon par 2 ml 
de solution de lyse (isothiocyanate de guanidine 5M, mercaptoethanol, 

15 0,1 M, laurylsucosyl de Na 0,01 7M, citrate Na 0,025M, pH7, antifoam 3 
|il/ml). La suspension est transferee dans un tube mis sous agitation a 
temperature ambiante durant 15 minutes. Le lysat est depose a la surface 
d'un coussin de 1,4 ml de chlorure de Cesium 5.7M. EDTA 0, 1M, pH 7 dans 
un tube de polyallomer de 3,8 ml pour le rotor SW60 (Ultracentrifugeuse 

20 Beckman L70M). Une ultracentrifugation a 35.000 RPM est realisee durant 
18 heures a 20°C. Le culot est rince a I'ethanol absolu, centrifuge a 13.000 
RPM, 4°C, 10 minutes et mis en solution dans 100 \i\ d'eau distillee. 

3. Quantification de la concentration en ARN total et en ARNm specifiques . 

25 9 
La quantite d'ARN recolte a partir des biopsies est estimee par la densite 
optique de la solution a 260 nm puis rhesuree en amplifiant par RT-PCR 
TARN ribosomial 28S. La mesure des ARNm specifiques est realisee par 
RT-PCR quantitative sur des aliquots de la meme dilution d'ARN total, 

30 conservees a -80°C jusqu'a leur utilisation. 

Mesure de I'ARNm de la keratine 10 (K10) et de la vimentine 

Les amorces oligonucleotidiques specifiques des genes etudies 
35 comportent 24 bases, ont un % de A - T proche de 50 % et sont choisies 

sur deux exons differents afin d'eviter Tamplification d'eventuelles traces 
d'ADN presentes dans les echantillons. Les conditions optimales 
d'amplificatioh (temperature et nombre de cycles) ont ete determinees 



pour chacun des genes etudies en tenant connpte de leur niveau 
d'expression dans la peau. La RT-PCR est realisee a I'aide du kit Gene 
Amp rTth de Perkin Elmer ou du kit Titam de Boehringer. 

Chaque reaction de RT-PCR est realisee en presence d'un nombre 
connu de copies d'un ARN synthetique cree en laboratoire contenant les 
sequences des amorces oligonucleotidiques specifiques des ARNm 
d'interet et dont le produit d'amplification a une taille rnoleculaire 
permettant de le discriminer de I'ARNm endogene. Ce multistandarcl 
permet de controler et de calculer le rendement de la transcription 
reverse et de la reaction d'amplification 

Les produits d'amplification sont analyses par electrophorese en gel de 
polyacrylamide suivie d'une coloration au CyberGreen. L'intensite des 
signaux fluorescents est mesuree a I'aide d'un Fluoro S Multilmager. 
Les resultats sont corriges pour le rendement de la RT-PCR et exprinnes 
en unites arbitraires par unite d'ARN 28 S ribosomial 

4. Analyse statistique 

L'analyse statistique a ete realisee a Taide du t-Test de Student unilateral 
sur les rapports des valeurs Actif (Vitamine C)/Placebo (= A/P). 

t(n--n = (M A/P - 1) Vn 
M ecarts - types 

Pour un degre de liberie n-1 = 9, le rapport A/P est significativement 
superieur a 1 avec une probability superieure a 95 % pour une valeur de t > 
1,83 et une probability superieure a 99 % pour une valeur de t > 2,82. 

5. Resultats 

Mesure de I'ARN total obtenu a oartir des biopsies 

La quantite totale d'ARN purifie a partir des biopsies est evaluee dans un 
premier temps par mesure de la densite optique a 260 nm et leur qualite 
estimee par la mesure du rapport des DO 260/290 nm. 



• + 
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Des quantites largement suffisantes d'ARN ont ete obtenues a partir de 
chacune des biopsies (entre 2,1 et 6,3 u.g) avec un degre de purete (rapport 
de D.O. 260/280) satisfaisant. 

5 

La concentration en ARN total est amenee par dilution a une valeur calculee 
de 4 nanogrammes par uj. Ce procede permet de realiser les reactions de 
transcription reverse et d'amplification sur des quantites similaires d'ARN 
total pour tous les echantillons. La quantite d'ARN total presente dans la 
10 solution diluee est determinee de facon quantitative par mesure de I'ARN 
ribosomial 28S, realisee en triplicate. 

Cette meme solution d'ARN sera utilisee pour toutes les mesures des ARNs 
specifiques dont les resultats sont exprimes par unite d'ARN 28S. 

15 

Mesure du taux a I'eauilibre des ARNm de la vimentine et de la keratine 10 

Les resultats exprimes en unites arbitraires par unite d'ARN 28S sont 
detailles dans les tableaux 1 et 2. 

20 

Tableau 1: ARNm de la vimentine 



sujet 


Actif 


Placebo 


A/P 


a 


96,7 


51,4 


1,88 


b 


70,9 


55,0 


1,29 


c 


67,5 


77,7 . 


0,87 


d 


2O0.3 


131,1 


1,53 


e 


123,0 


91,1 


1,35 


f 


106,0 


102,5 


1,03 


g 


98,5 


92,5 


1,06 


h 


81,4 


98,6 


0,83 


i 


112,9 


128,6 


0,88 


i 


81,7 


66,1 


1.24 


Moyenne 


103,9 


89,5 


1,20* 


Ecart-type 


38,4 


27,6 


0,33 



Test de Student unilateral : *t =2,02, P< 0,05 



Sept sujets sur 10 presentent un taux a I'equilibre de I'ARNm de la vimentine 
accru par I'acide ascorbique. 



30 



Tableau 2 : ARNm de la keratine 10 (K10) 



sujet 


Actif 


Placebo 


A/P 


a 


13,4 


8,5 


1,58 


b 


10,3 


3,9 


2,64 


c 


12,8 


13,8 


0,93 


d 


44,2 


AO Q 




e 


25,5 


21,8 


1,17 


f 


40,0 


23,8 


1,68 


g 


27,4 


14,6 


1,88 


h 


21,6 


18,4 


1.17 


i 


35,2 


28,7 


1,23 


i 


19,5 


13.4 


1,46 


Moyenne 


25,0 


19.6 


1 ,46" 


Ecart-type 


11,8 


12,6 


0,52 



Test de Student unilateral : "t = 2,95, p < 0,01 



Huit sujets sur dix presentent un taux a I'equilibre de I'ARNm de la keratine 
10 accru avec I'acide ascorbique. 

Le rapport vimentine/ke ratine 10 est detaille dans le tableau 3. 
Tableau 3: Rapport vimentine / keratine 10 (VIM / KIO) 

VIM/K10 I 



sujet 


Actif 


Placebo 


a 


7,22 


6,05 


b 


6,88 


[14,10] 


c 


5,27 


5,63 


d 


4,53 


2,68 


e 


4,82 


4,18 


f 


2,65 


4,31 


g 


3,59 


6,34 


h 


3,77 


5,36 


i 


3,21 


4,48 


i 


4,19 


4.93 


Moyenne 


4,61 


4,88 



Ces resultats indiquent que les biopsies contiennent une proportion d'ARNm de 
la keratine 10 et de la vimentine, comparable du cote traite par I'acide 
ascorbique et le placebo. Les resultats indiquent egalement que les biopsies ont 
ete realisees de maniere uniforme chez les differents individus. L'echantillon b- 
placebo est en dehors de la norme. 




Lorsque les mesures de la vimentine sont rapportees aux mesures equivalentes 
faites pour I'ARNm procollagenes I ou III, la valeur moyenne de ces rapports 
calculee sur la serie des echantillons traites et des echantillons placebo est tres 
proche indiquant une modulation coordonnee de I'expression des procollagenes 
et de la vimentine. En outre, si on considere que la vimentine est representative 
du compartiment dermique, puisqu'elle est le filament intermediaire des 
fibroblastes, alors I'augmentation de • I'expression des procollagenes I et III 
s'accompagne d'un accroissement parallele de I'expression de la vimentine et 
suggere que I'acide ascorbique induit soit un accroissement du nombre de cellules 
conjonctives du derme soit I'activation de leur phenotype biosynthetique. 



# • 



REVENDICATIONS 

1 . Utilisation d'une quantite eff icace d'acide ascorbique ou d'un de ses analogues 
dans une composition ou dans la preparation d'une composition destinee a etre 
appliquee sur la peau pour augmenter le taux de differenciation et/ou de 
proliferation des cellules de la peau. 

2. Utilisation d'une quantite eff icace d'acide ascorbique ou d'un de ses analogues 
dans une composition ou dans la preparation d'une composition destinee a etre 
appliquee sur la peau pour stimuler la synthese de la vimentine cutanee. 

3. Utilisation d'une quantite efficace d'acide ascorbique ou d'un de ses 
analogues dans une composition ou dans la preparation d'une composition 
destinee a etre appliquee sur la peau pour stimuler la synthese de la 
ke>atine 1 0 cutanee. 

4. Utilisation selon I'une des revendications precedentes, caracterisee par le fait 
que les analogues de I'acide ascorbique sont choisis parmi ses sels, ses esters, et 
ses sucres. 

5. Utilisation selon la revendications precedente, caracterisee en ce que les 
analogues de I'acide ascorbique sont choisis parmi I'ascorbate de sodium, 
I'ascorbylphosphate de magnesium, de sodium, ses esters acetique, propionique, 
palmitique et I'acide ascorbique glycosile. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
par le fait que la quantite d'acide ascorbique ou de ses analogues represente de 
0,001% a 20%, preferentiellement de 0,1% a 15%, et avantageusement de 3% a 
1 0% du poids total de la composition. 



